wo 2005/073253 PCT/FR2004/003336 

1 

ANTICORPS ANTI-INHIBITEUR DE L'URACILE-ADN-GLYCOSYLASE ET 
LEURS APPLICATIONS POUR LA DECONTAMINATION 
DES REACTIONS D 'AMPLIFICATION DES ACIDES NUCLEIQUES 

La presente invention est relative des anticorps diriges centre 
5 riixhibiteur de Turacile-ADN-glycosylase, et h leurs applications pour la decontamina- 
tion des reactions d'amplification des acides nucl6iques. 

Les m6tliodes d'amplification des acides nucl6iques comme la 
reaction de polymerisation en chaine (PGR) sont couramment utilisees dans de 
nombreux domaines, pour la detection d'acides nucl6iques dans des 6chantillons 

10 d'origine diverse ou la preparation d'acides nucleiques. Toutefois, du fait de la sensi- 
bility de ces ra6thodes qui permettent d'amplifier des quantit6s infimes d*acide 
nucleique cible, les reactions d'amplifications sont susceptibles d'etre contaminees par 
de Tacide nucleique genere au cours de precedentes reactions d'amplification, present 
dans les reactifs, le materiel ou Tenvironnement de travail. Get acide nucleique conta- 

15 minant, qui est amplifie au cours des reactions de PGR ulterieures, est a Torigine de 
r6sultats faussement positifs. 

Afin d'inactiver cet acide nucleique contaminant, il a ete propos6 
d'incorporer dans les sequences amplifiees, des nucleotides desoxyuridine 
triphosphate (dUTP) a la place des nucleotides d6soxythymidine triphosphate (dTTP). 

20 L'ADN contaminant, qui contient de la desoxyuridine, est ensuite eiimine specifique- 
ment par Tenzyme uracile-ADN-glycosylase (UDG pour Uracil-DNA-Glycosylase ou 
UTMG pour Uracil-N-Glycosylase) qui clive le r^sidu uracile, g^nerant ainsi des sites 
apyrimidiques qui bloquent Tamplification de I'ADN contaminant. De maniere plus 
precise, prealableraent a la reaction d'amplification, rechantillon est traite par TUDG 

25 de fa9on h eiiminer TADN contaminant, puis 1*UDG est ensuite inactivee par la 
chaleur, de fa9on a eviter la destruction de I'ADN nouvellement amplifie (Brevet 
americain US5418149 au nom de HOFFMANN-LA ROGHE ING ; Brevet americain 
US5035996 et Brevets europeens EP0401037et EP0415755, au nom de LIFE 
TEGHNOLOGIES ING). 

30 Toutefois, il a ete montre que le traitement par la chaleur induit une 

inactivation partielle de TUDG qui conduit a la destruction des molecules d'ADN 
nouvellement synthetisees. En effet, TUDG est inactivee au cours de la reaction 
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d'amplification qui est effectuee a des temperatures 61evees mais une activity uracile- 
ADN-glycosylase, suffisante pour degrader TADN nouvellement amplifie, est detectee 
a la fin de la reaction d'amplification, lorsque les echantillons sont places a tempera- 
ture ambiante ou a une temperature inferieure (environ + 4°C a + 25 °C). 
5 Pour inhiber I'activite UDG residuelle pr6sente a la fin de la reac- 

tion PGR, il a ete propose d'utiliser, soit une UDG thermolabile (Demande Internatio- 
nale PCX WO9201814 au nom de CETUS CORPORATION), soit un inhibiteur de 
rUDG (Ugi pour Uracil-DNA-glycosylase inhibitor ; Thornton et al., Biotechniques, 
1992, 13:180-184, Brevet am6ricain US5536649 au nom de BECTON, DICKINSON 

10 AND COMPANY). 

Toutefois, Tutilisation de lUgi est lourde a mettre en oeuvre dans la 
mesure oix Taddition de cet inhibiteur, soit i la fin de Tetape de decontamination par 
rUDG, soit a la fin de la reaction d'amplification, implique des manipulations supple- 
mentaires des dispositifs (tubes, plaques) contenant les melanges r6actionnels. 

15 En consequence, les Inventeurs se sont donne pour but de mettre au 

point une methode de decontamination des reactions d'amplification des acides 
nucleiques qui soit efficace et simple a mettre en oeuvre et qui reponde ainsi mieux 
aux besoins de la pratique que les precedes de I'Art anterieur. 

Les Inventeurs ont prepare des anticorps anti-Ugi et ils ont montre 

20 que Tutilisation de complexes Ugi/anticoips anti-Ugi, a la place de lUgi, permettait 
avantageusement de realiser la decontamination et Tamplification de TADN, sans 
manipulation suppldmentaire ; le melange r6actioniiel de depart contenant outre 
Techantillon contenant les acides nucl6iques a amplifier, et les r6actifs indispensables 
k Tamplification de ces acides nucl6iques, PUDG et TUgi inactiv6, sous forme de 

25 complexes r6versibles Ugi/anticorps anti-Ugi. 

En cons6quence, la pr6sente invention a pour objet un anticorps ou 
un firagment fonctionnel d'un anticorps comprenant an moins les domaines variables 
des chaines lourdes et legdres, caract6rise en ce qu'il se lie specifiquement a Tinhibi- 
teur de Turacil-ADN-glycosylase (Ugi) de sequence GENBANK P14739 et en ce qu'il 

30 inhibe la liaison entre Turacil-ADN-glycosylase (UDG) et son inhibiteur, TUgi. 

L'anticorps et le firagment d'anticorps anti-Ugi selon la presente 
invention sont des antagonistes de TUgi possedant les proprietes suivantes : 
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- ils se lient specifiquement a I'Ugi et possedent une forte affinite 

pour rUgi, et 

- ils sont capables d'inhiber la liaison entre TUDG et TUgi. 
Ces proprietes peuvent 6tre verifiees par des tests classiques 
5 permettant d'evaluer Tactivit^ de liaison d'un anticorps k une prot6ine on k un peptide 
on rinhibition de cette activity, notanunent par des tests ELISA directs ou en compe- 
tition. Par exemple, le titre en ELISA des anticorps polyclonaux anti-Ugi, vis-a-vis de 
rUgi recombinante purifiee, est elev6 (plus de 1/10^). 

Confonn6ment k Tinvention, ledit anticoips est un anticorps mono- 
10 clonal ou un anticorps polyclonal et ledit fragment d'anticorps est un Fab, un Fv ou un 
scFv. 

L'anticorps ou le fragment d'anticorps selon Tinvention sont prepa- 
res par les techniques classiques connues de THomme du metier, telles que celles 
d^crites dans Antibodies : A Laboratory Manual, E, Howell and D Lcine, Cold Spring 
15 Harbor Laboratory, 1988. 

De maniere plus precise : 

- rinhibiteur de I'uracile-ADNglycosylase est prodxiit dans E,coli a 
partir d'un vecteur d'expression appropri6, puis il est purifi6, conune d6crit dans Wang 
et al. (Genetics, 1991, 99, 31-37), les fragments peptidiques de TUgi sont produits par 

20 les techniques classiques de synthese peptidique ou d'expression d'ADlSf recombinant. 

- les anticorps polyclonaux sont prepar6s par immunisation d'un 
animal approprie avec Tinhibiteur de Ihiracile-ADN-glycosylase ou I'un de ses frag- 
ments, eventuellement coupl6 k la KLH ou k Talbumine et/ou associ6 k un adjuvant 
appropri6 tel que I'adjuvant de Freund (complet ou incomplet) ou Thydroxyde 

25 d'alumine ; apres obtention d'un titre en anticorps satisfaisant, les anticorps sont re- 
coltes par pr61evement du serum des animaux immunises et enrichis en IgG par preci- 
pitation, selon les techniques classiques, puis les IgG specifiques de TUgi sont Even- 
tuellement purifiees par chromatographic d'affinite sur une colonne appropriee sur 
laquelle est fixee TUgi ou Tun de ses fragments, de fa9on a obtenir une preparation 

30 dlgG monosp6cifiques. 

- les anticorps monoclonaux sont produits a partir d*hybridomes 
obtenus par fusion de lymphocytes B d'un animal immunise avec des my61omes, selon 
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la technique de Kohler et Milstein (Nature, 1975, 256, 495-497) ; les hybridomes sont 
cultiv6s in vitro, notamment dans des fennenteurs ou produits in vivo, sous forme 
d'ascite. 

- les fragments d^anticorps sont produits a partir des regions Vh et 
Vl donees, a partir des ARNm d'hybridomes ou de lymphoc3^es spleniques d*un 
animal immunise ; par exemple, les fragments Fv, scFv ou Fab sont exprimes a la 
surface de phages filamenteux selon la technique de Winter et Milstein (Nature, 1991, 
349, 293-299) ; apr^s plusieurs 6tapes de selection, les phages qui expriment les 
fragments d'anticorps sp6cifiques de Tantigdne sont isoles et les ADNc correspondant 
auxdits fragments sont exprim6s dans un syst^me d'expression appropri^, par les 
techniques classiques de clonage et d'expression d'ADN recombinant. 

Les anticorps monoclonaux et polyclonaux ou leurs firagments tels 
que d6finis ci-dessus, sont piirifies par les techniques classiques connues de lHonmie 
du m6tier, notamment par chromatographic d'afBnite. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit anticorps, il s'agit 
d*un anticorps polyclonal obtenu par imm\misation d'un animal avec xme preparation 
dMnhibiteur de I'uracile-ADN-glycosylase recombinant. 

La presente invention a egalement pour objet, Tutilisation d'un 
anticorps anti-Ugi tel que defini ci-dessus, comme antagoniste de la liaison entre TUgi 
et I'UDG. 

Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, lesdits anti- 
corps sont utilises pour d6contaminer les reactions d'amplification d'acides nucleiques, 
notamment les reactions de polymerisation en chaine (PGR). 

La pr6sente invention a en outre pour objet, un proced6 
d'amplification d'addes nucl6iques d6contamin6s, comprenant les 6tapes suivantes : 

a) incubation d'un melange reactioimel contenant : un 6chantillon 
d'addes nucl6iques k amplifier, les reactifs necessaires a son amplification incluant 
des nucleotides d6soxyuridine triphosphate (dUTP), de Turacile-ADN-glycosylase 
(UDG), de I'inhibiteur de Turacile-ADN-glycosylase (Ugi), et un anticorps anti-Ugi, a 
une temperature comprise entre 25^C et 60^C, de preference a 37°C, pendant un temps 
suffisant pour permettre la deglycosylation des acides nucleiques contenant de la 
desoxyuridine, et 
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b) incubation dndit melange a une temperature comprise entre GO^'C 
et SS^'C, de pr6f6rence entre 90*^0 et PS^'C, pendant un temps suffisant pour permettre 
la denaturation de Tanticorps anti-Ugi et la liberation de TUgi, et 

c) amplification de TADN dans des conditions appropriees. 
5 Conformement a Tinvention : 

- ledit melange reactionnel de Tetape a) comprend rechantilloxi 
d'acides nucleiques a amplifier (ADN ou ADNc), des nucleotides dATP, dCTP, dGTP 
dUTP, des amorces oligonucleotidiques, des ions Mg2"*' et une polymerase a ADNT, 
dans un tampon appropri6, ^ 

10 - la dur^e de Tincubation a retape a) varie en fonction de la quantite 

d*ADN contaminant (ADN contenant de la d6soxyuridine) k d^grader par Puracil- 
ADN-glycosylase et pent 6tre d6termin6e experimentalement ; elle est g6neralement 
de moins d'une heure, de preference de 30 s 4 30 min, de maniere preferee de 5 min a 
lOmin. 

15 ' - la duree de I'incubation a Petape b) est generalement de moiiis 

d'une heure, de preference de 30s a 30 min, de maniere preferee de 5 min a 10 min. 

Le procede selon Tinvention qui comprend la digestion de TADN 
contaminant par TUDG (etape a) puis la liberation de TUgi (etape b) a partir d*uxi 
melange reactionnel de depart, permet de decontaminer TADN sans detruire TADN 

20 nouvellement synthetise et n*implique pas d'etape suppiementaire d'addition de TUgi, 
soit a la fin de Tetape de decontamination, soit k la fin de la reaction d'amplification. 
De maniere plus precise : 

- a retape a), TUDG active detruit les acides nucleiques contami- 
nants contenant du dUTP alors que lUgi est inactive sous forme de complexes rever- 

25 sibles, Ugi/anticorps anti-Ugi, 

- k retape b), la chaleur inactive lUDG, dissocie les complexes 
Ugi-anticorps et denature les anticorps de fa9on irreversible, alors que lUgi est libere:, 

- k retape c), I'Ugi se lie a TUDG sous forme de complexes UDG- 
Ugi et inhibe Tactivite de TUDG au cours des etapes ulterieures d'amplification de 

30 TADN. 

Au sens de la presente invention, on entend par complexe Ugi- 
anticoips anti-Ugi reversible, un complexe stable en presence d'UDG mais qui est 
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dissocie par Taction de la chaleur qui denature de fa9on irreversible les anticorps anti- 
Ugi.. 

La presente invention a en outre pour objet un kit de decontamina- 
tion des reactions d'amplification d'acides nucleiques, caracterise en ce qu'il comprend 
5 au moins un anticorps ou un fragment d'anticorps selon la pr&ente invention, de 
preference sous la forme de complexes reversibles Ugi-anticorps ou Ugi-fragment 
d'anticorps. 

Outre les dispositions qui precedent, Tinvention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 

10 des exemples de preparation des anticorps anti-Ugi objet de la presente invention, et 
de la mise en ceuvre de ces anticorps pour la decontamination des reactions 
d'amplification d'acides nucl6iques, ainsi que des dessins annexes dans lesquels : 

- la figure 1 illustre la mise au point de la concentration en XJDG 
dans le melange r^actionnel ; un large exces d'ADN contaminant (100 ng) contenant 

1 5 du dUTP ou du dTTP (controle) est digere pendant une heure a 37*^C dans un melange 
reactionnel contenant de I'UDG diluee au 1/25 ou au 1/50, correspondant aux 
concentrations finales de respectivement 0,04 U/nL et 0,02 U/fiL. A : ADN dUTP. B : 
ADN dUTP + UDG 1/25. C : ADN dUTP + UDG 1/50. D : marqueur de poids mol6- 
culaire. E : ADN dTTP. F : ADN dTTP + UDG 1/25. G : ADN dTTP + UDG 1/50. 

20 - la figure 2 illustre la mise au point de la dur6e de la digestion de 

TADN contaminant par I'UDG ; un large exces d'ADN contaminant (100 ng) conte- 
nant du dUTP a 6t6 dig6r6 pendant 30 min (A et B) ou une heure (D et E) k ST'C dans 
un melange reactionnel sans UDG (B et E) ou contenant de I'UDG dilue au 1/25 (0,04 
U/^L: AetD). 

25 - la figure 3 illustre la mise au point de la concentration en Ugi 

pemiettant d'inhiber la digestion de I'ADN contaminant par TUDG ; un large exces 
d'ADN contaminant (100 ng) contenant du dUTP a ete digere pendant 60 min a 37°C, 
en presence d'UDG dilu6 au 1/25 ou au 1/50 et d'Ugi dilue au 1/20000 ou au 1/30000 
(C, D, E, G, H, I), ou bien pendant 90 min a 37°C, en presence d'UDG dilue au 1/50 

30 et d'Ugi dilue au 1/20000 ou au 1/30000 (K, L, M) . A : ADN dUTP. B, F et J : 
marqueur de poids moleculaire. C : ADN dUTP + UDG 1/25. G et K : ADN dUTP + 
UDG 1/50. D : ADN dUTP + UDG 1/25 + Ugi 1/20000. E : ADN dUTP + UDG 1/25 
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+ Ugi 1/30000. H et L : ADN dUTP + UDG 1/50 + Ugi 1/20000. 1 et M : ADN dUTP 
+ UDG 1/50 + Ugi 1/30000. 

- la figure 4 illustre la mise au point de la concentration en serum 
immun anti-Ugi (I.S.) permettant d'antagoniser Teffet inhibiteur de I'Ugi sur la 

5 digestion de TADN contaminant par TUDG ; le s^rum pre-immxm (P.L) est utilis6 
comme controle. L'ADN de 460 pb amplifi6 en pr&ence de dUTP (ADN-dUTP) a 6t6 
diger6 pendant 90 min h 37**C, en presence d'UDG diluee au 1/50, d'Ugi dilue au 
1/20000 ou au 1/30000, et de s6rum immun anti-Ugi dilue au 1/100 ou de s6rum pre- 
immun dilue au 1/100. A : marqueur de poids mol6culaire. B : ADN-dUTP + UDG 
10 1/50. C : ADN-dUTP + UDG 1/50 + Ugi 1/20000 + P.L 1/100. D : ADN-dUTP + 
UDG 1/50 + Ugi 1/30000 + P.L 1/100. E : ADN-dUTP + UDG 1/50 + Ugi 1/20000 + 
LS. 1/100. F : ADN-dUTP + UDG 1/50 + Ugi 1/30000 + LS. 1/100. 

- la figure 5 illustre la mise au point des conditions de denaturation 
des anticorps anti-Ugi ; dexix series identiques de I'ADN de 460 pb amplifie en 

15 presence de dUTP (ADN-dUTP) sont mises en presence d'UDG diluee au 1/35, d'Ugi 
dilu6 au 1/20000 ou au 1/30000, et de serum immun anti-Ugi dilue au 1/100 ou de 
s6rum pre-imm\m dilue au 1/100. Pr6alablement a T^tape de digestion de 60 minutes k 
37°C, Tune des deux series est pre-incubee 10 min a 90°C (J, K, L, M, N et O). A : 
ADN-dUTP. B : ADN-dUTP + UDG 1/35. C : marqueur de poids moleculaire. D et 

20 J : ADN-dUTP + UDG 1/35 + Ugi 1/20000. E et K : ADN-dUTP + UDG 1/35 + Ugi 
1/20000 + P.L 1/100. F et L : ADN-dUTP + UDG 1/35 + Ugi 1/20000 + LS. 1/100. G 
et M : ADN-dUTP + UDG 1/35 + Ugi 1/30000. H et N : ADN-dUTP + UDG 1/35 + 
Ugi 1/30000 + P.L 1/100. I et O : ADN-dUTP + UDG 1/35 + Ugi 1/30000 + LS. 
1/100. 

25 - la figure 6 illustre 1 'amplification PGR de TADN matriciel dans les 

conditions de decontamination 6tablies a Texemple 2 ; I'ADN contaminant (ADN- 
dUTP) est melangd avec TADN plasmidique matriciel (ADN contenant du dTTP), 
rUDG 1/35, en association ou non avec TUgi (1/20000 ou 1/30000) et avec le serum 
immxm anti-Ugi (LS.) ou le serum preimmun (P.L, controle), et amplifie dans les 

30 conditions telles que definies a Pexemple 2. A : marqueur de poids moleculaire. B : 
ADN-dUTP. C : ADN-dUTP + UDG 1/35. D : ADN-dUTP + UDG 1/35 + Ugi 
1/20000. E : ADN-dUTP + UDG 1/35 + Ugi 1/20000 + P.L 1/100. F : ADN-dUTP + 
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UDG 1/35 + Ugi 1/20000 + I.S. 1/100. G : ADN-dUTP + UDG 1/35 + Ugi 1/30000. 
H : ADN-dUTP + UDG 1/35 + Ugi 1/30000 + P.L 1/100. 1 : ADN-dUTP + UDG 1/35 
+ Ugi 1/30000 + P.I. 1/100. Panneau superieur : incubation 60 minutes a ST'C. 
Panneau inferieur : incubation 60 minutes a 37°C et amplification PGR dans les 
5 conditions telles que definies a I'exemple 2. 

EXEMPLE 1 : Preparation et caracterisation d'anticorps polyclonaux diriges 
centre I'Ugi 

1) Preparation d'Ugi recombinante (rUgi) 

Des oligonucleotides chevauchant representant la sequence codante 

10 complete de I'Ugi (Wang et Mosbaugih, J. Biol. Chem., 1989, 264, 11 63-) ont et6 
hybrides par leur sequence complementaire, puis allonges et amplifies par reaction de 
polym6risation en chaine (PGR). Le produit d'amplification obtenu a 6t€ dig6r6 par 
des enzymes de restriction appropii6es, clon6 dans le vecteur pUC18 (PHARMACIA) 
puis la confomiit6 de la sequence ins6ree dans le plasmide recombinant a 6t6 verifide 

15 par s6quen9age automatique. Un fragment du plasmide pUClS recombinant 
correspondant k la sequence codant pour I'Ugi a ensuite ete clone dans le vecteur 
d'expression pQEBOL (QIAGEN). La souche DH5a d'^. coli a ete transforaiee par le 
vecteur d' expression recombinant ainsi obtenu et la prot6ine Ugi recombinante 
produite par les bact^ries transformees a ete purifiee sur un support Ni-NTA agarose, 

20 selon les recommandations du fabricant (QIAGEN). De maniere plus precise, TUgi 
recombinante retenue sur le support NiNTA a 6te elu6e en presence de 100 mM ou 
250 mM d'imidazole puis Timidazole pr6sent a €t6 61imin6 par ultra-filtration. 

L'analyse de la preparation de protdine obtenue par 61ectrophorese en 
gel de polyacrylamide en conditions denaturantes puis coloration au bleu de 

25 Coomassie, montre que le protocole employe permet de purifier la proteine Ugi avec 
une homogeneit6 tres satisfaisante et un rendement moyen de 10 mg de prot6ine par 
litre de culture. 

2) Preparation d'un s^rum immun polyclonal anti-rUgi 

2.n Couplage de la rUgi a la KLH 
30 La proteine Ugi recombinante purifiee (rUgi) prepar^e selon le 

protocole decrit au paragraphe precedent a ete couplee a la KLH (Keyhole Limpet 
Hemocyanin, PIERCE), k I'aide de glutarald^hyde (SIGMA), en suivant le protocole 
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de couplage decrit dans Habeeb et Hiramoto et al.(Arch. Biochem. Biophys,, 1998, 
126, 6-). Alteraativement, la proteine Ugi recombinante est celle disponible chez un 
foumisseur comme NEW ENGLAND BIOLABS (reference M0281). La rUgi 
coupl6e a la KLH a ensuite ete purifiee et le rapport moleculaire rUgi/KLH a et6 
5 calcule, selon le protocole decrit dans Briand et al., ImmnnoL Methods, 1985, 93, 9-). 
La preparation de rUGi est estim6e a environ 500 nGLol^cnles de rUgi par molecule de 
KLH. 

2.2) Immunisation de lapins . 

Des lapins ont 6te immunis6s avec la rUgi couplee a la KLH pr^pa- 
10 r6e selon le protocole decrit au paragraphe precedent. Aprfes une premiere injection 
intradermique multipoints de 0,15 mg par lapin, de proteine couplee, emulsionnee en 
adjuvant complet de Freund, les animaux ont re9U deux injections de rappel a trois 
semaines d*intervalle, de 0,025 mg de proteine couplee, emulsionnee en adjuvant 
incomplet de Freund. 

15 Pour chaque lapin, un serum pre-immun (P.L) a 6t6 prepare avant la 

premiere immunisation et un immxm-serum (LS.), une semaine apr6s la demiere 
inmmnisation. 

3) Analyse de la r6activit6 en ELISA d'un s^rum polyclonal anti-Ugi 

La reactivite des s6rums a 6t6 analysee par test ELISA, vis a vis 
20 d'une preparation de proteine recombinante semblable k celle utilis6e pour les 
immunisations. 

La prot6ine Ugi recombinante diluee au 1/1000 dans du tampon 
phosphate de sodium 0,1 M, pH 7,4 est distribute a raison de 100 |li1 (0,1 jig) dans les 
puits de plaques ELISA, puis les plaques sont incubees une nuit a temperature du 

25 laboratoire. Les plaques sont lavees avec du tampon PBS-Tween 20 (0,1 %), saturees 
avec du tampon PBS- Fraction V de la serum albumine bovine (BSA : 1 %). Les 
serums a tester (100 jil) prealablement dilu6s sont ajoutes, puis les plaques sont incu- 
bees 1 h a 37*" C. Apres 3 lavages, le conjugu6 anti-IgG de lapin marqu6 a la peroxy- 
dase est ajoute a la dilution reconunandee par le fabricant puis les plaques sont 

30 incub6es 1 h a 37 ^'C. Apr&s 4 lavages, le chromogene (ortho-ph6nylene-diamine, 
OPD) et le substrat (H2O2, 1 10 volumes) sont ajoutes et les plaques sont incubees 20 
min a temperature ambiante, a I'abri de la lumiere. La r6action est ensuite arr6t6e par 
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addition d'acide sulfiirique (H2SO4, 12,5 %) puis Tabsorbance a 492 nm est mesurde k 
Taide d'un lecteur automatique. 

Les resultats des tests ELISA demontrent que la preparation de 
proteine Ugi recombinante est immunogene chez Tanimal et que le titre des serums 
5 immuns est eleve (plus de 1/10^). 

EXEMPLE 2 : Mise au point des conditions de la decontamination en presence 
de complexes Ugi-anticorps anti-Ugi. 
1) Materiel et methode 

a) amorces/matrice ADN 

10 Les amorces CytToS' (atggtgaaggccgtcgccgtc, SEQ ID NO : 1) et 

CytTo3' (ttaaccctggaggccaataat, SEQ ID NO : 2) sont utilisees pour amplifier un 
fragment de 460 pb correspondant a TADNc codant pour la SOD cytosolique a 
cuivre-zinc de tomate (GENBANK XI 040 et Perl-Treves, R. et al.. Plant Mol. Biol., 
1988, 11, 609-623), a partir d'un plasmide recombinant contenant ledit ADNc, utilis6 

1 5 comme matrice pour la reaction d' amplification en chaine (PGR). 

b) r6action d'amplification (PGR) 

Le melange reactionnel contient dans un volume de 50 ixl de 
tampon PGR : matrice ADN (25 ng), amorces (0,2 jiM), MgGl2 (1,5 mM), chacun des 
dNTP (200 |LiM) sous forme d'un melange incluant du dTTP (controle) ou du dUTP, et 

20 I'ADN polymerase (Taq, 2,5 UI). 

L' amplification est r6alis6e dans les conditions suivantes : une etape 
initiale de d^naturation a 95®C pendant 5 min est suivie de 30 cycles comprenant : une 
6tape de ddnaturation k 94°C pendant 40 sec, une etape d'hybridation a 58°C pendant 
40 sec puis une etape d'elongation a 72°C pendant 50 sec, puis d'une 6tape finale 

25 d'61ongation a 72°C pendant 10 min. Les produits d' amplification obtenus sont 
conserves a + 4°C avant d*6tre analyses par 61ectrophor6se en gel d'agarose (1,2% en 
tampon TAE), en presence de bromure d'6thidium. 

c) autres reactifs 
- ADN^contamm 

30 L'ADN contaminant est constitue par un produit d' amplification 

comme ci-dessus, obtenu en presence de dUTP ; il est utilise en large exces (100 ng), 
afin de pouvoir 6tre visualise sur un gel d'agarose colore au brornxMre d'ethidium. 
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L'ADN amplifie de fafon similaire, mais en presence de dTTP au lieu de dUTP, est 

utilise conune controle de la specificite de la decontamination. 

-UDG 

L'UDG (LIFE TECHNOLOGIES ; 1 UI/^il) est utilisee aux dilu- 
5 tions 1/25, 1/35 et 1/50 correspondant respectivement aux concentrations finales 
suivantes : 0,04 U/^L, 0,028 U/jaL et 0,02 U/fiL. 

La rUgi prepar^e comme d6crit a Texemple 1 (1,1 mg/ml), est 
utilisee aux dilutions 1/20000, 1/30000 correspondant respectivement aux 
10 concentrations finales suivantes : 55 ng/ml et 36 ng/ml 
- anticprps. 

Le serum immtm anti-Ugi et le s6rum pr6immun servant de controle, 
prepares conrnie decrit a Texemple 1, sont utilises au 1/100. 

2) Determination de la concentration en UDG et de la duree de digestion de 
1 5 P ADN contaminant par PUDG 

Apres avoir verifi6 que I'ADN de 460 pb etait amplifie de fa9on 
similaire, en presence de dTTP ou de dUTP, les produits d' amplification ainsi obtenus 
denommes (ADN-dTTP et ADN-dUTP ; 100 ng) ont ete diger6s pendant une heure a 
37°C, en presence d'UDG dilute au 1/25 ou au 1/50 (figure 1), ou bien pendant 30 
20 min ou une heure a SV^'C, en en presence d*UDG diluee au 1/25 (figure 2). 

Les figures 1 et 2 montrent qu'un large exces d*ADN contaminant 
(100 ng), est dig6re de fa9on complete et specifique, par une incubation d'une heure a 
37°C, en presence d'UDG dilu6e au 1/25 (0,04 U/|iL). 

3) Determination de la concentration en Ugi permettant d'inhiber la digestion de 
25 FADN contaminant par PtJDG 

L'ADN de 460 pb amplifi6 en presence de dUTP (ADN-dUTP) a 6t6 
dig6r6 pendant 60 min a 37°C, en presence d'UDG dilute au 1/25 ou au 1/50 et d'Ugi 
dilue au 1/20000 ou au 1/30000, ou bien pendant 90 min h 37^C, en presence d'UDG 
dilu6e au 1/50 et d'Ugi dilue au 1/20000 ou au 1/30000 (figure 3). 
30 La figure 3 montre qu'a la concentration la plus forte d'UDG, 

Pactivite de I'UDG peut-etre inhibee par I'Ugi au 1/20000 mais pas au 1/30000. En 
revanche, a la concentration la plus faible d'UDG, Tactivite de I'UDG est inhibee 
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aussi bien par TUgi au 1/20000 qu'au 1/30000. 

4) Determination de la concentration en serum immun anti-lTgi permettant 
d'antagoniser I'effet inhibiteur de PUgi sur la digestion de PADN contaminant 
par rUDG 

5 L'ADN de 460 pb amplifie en presence de dUTP (ADN-dUTP) a ete 

digere pendant 90 min a 37°C, en presence d'UDG diluee au 1/50, d'Ugi dilue au 
1/20000 ou au 1/30000, et de serum immun anti-Ugi dilue au 1/100 ou de serum pre- 
inrniun dilue au 1/100. 

La figure 4 montre qu'aux deux concentrations d'Ugi testees, le 
10 serum anti-Ugi est capable d'antagoniser Teffet inhibiteur de TUgi sur TUDG, 
permettant ainsi a TUDG de dig6rer completement TADN contaminant. 

5) Determination des conditions de d^naturation des anticorps anti-Ugi 

L'ADN de 460 pb amplifie en presence de dUTP (ADN-dUTP) est 
pr6-incub6 ou non pendant 10 minutes a PO'^C, en presence d'UDG dilute au 1/35, 
15 d'Ugi dilue au 1/20000 ou au 1/30000, et de seram immun anti-Ugi dilue au 1/100 ou 
de serum pre-immun dilue au 1/100, puis les differents melanges sont digeres pendant 
60 min a 37^C. 

La figure 5 montre que dans ces conditions que : 

- TADN contaminant (ADN-dUTP) est bien dig6r6 par I'UDG (piste 

20 B), 

- les deux dilutions d'Ugi inhibent bien la digestion de TADN par 
rUDG (pistes D et G) et que cette inhibition est antagonis6e par le s&iim immim anti- 
Ugi (pistes F et I), 

- apr6s un traitement de 10 minutes k 90°C, TUgi reste active car elle 
25 inhibe toujours TUDG (pistes J et M) et protege done TADN contaminant de la diges- 
tion par I'UDG, 

- apr^s ce meme traitement Tanticorps a 6t6 denatur6 et il est alors 
incapable d'antagoniser Peffet inhibiteur de TUgi (pistes L et O), 

- apres ce mSme traitement, I'Ugi ainsi libere devient alors capable 
30 d'inhiber I'UDG et empeche la degradation de TADN-dUTP. 
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6) Amplification d'ADN decontamines dans les conditions de decontamination 
ainsi determinees. 

L'ADN contaminant (ADN-dUTP) est melange avec I'ADN plasmi- 
dique matriciel, I'UDG (1/35), en association on non avec TUgi (1/20000 ou 1/30000) 
et le serum immun anti-Ugi (LS., 1/100) ou le serum pr6inunnn (P.L, contrdle, 1/100) 
et amplifie dans les conditions telles que definies au paragraphe 1 . 

La figure 6 montre que : 

- apres une incubation de 60 minutes a 37°C, TUDG au 1/35 digere 
bien TADN dUTP mais pas TADN matriciel qui contient du dTTP (piste C), 

- les deux dilutions d'Ugi inhibent bien TUDG (pistes D et G) et le 
s6rum pr6-immim n'a pas d'effet sur cette inhibition (pistes E et H), 

- I'anticorps anti-Ugi antagonise Teffet inhibiteur de I'Ugi sur 
rUDG, permettant ainsi a TUDG de dig6rer completement I'ADN contaminant (pistes 
Fetl), 

- les differents constituants du melange reactionnel qui permettent de 
degrader TADN contaminant a partir d'un melange reactionnel unique, n'interferent, 
ni avec I'amplification de TADN matriciel apres 30 cycles d' amplification, ni avec 
I'integrite du produit d'amplification obtenu (pas de degradation de 1 'ADN-dUTP 
n6o-synthetis6). 
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REVENDICATIONS 

1"^) Anti corps ou fragment fonctionnel d*anticorps comprenant au 
moins les domaines variables des chaines lourdes et legeres, caract6rise en ce qu'il se 
lie specifiquement a Tinhibiteur de ruracile-ADN-glycosylase de sequence 
GENBANK P 14739 et en ce qu'il inhibe la liaison entre Turacile-ADN-glycosylase et 
ledit inhibiteur. 

2°) Anticoips ou fragment d'anticoips selon la revendication 1, 
caract6ris6 en ce qu'il est choisi parmi les anticorps monoclonaux, les anticoips poly- 
clonaux et les fragments Fab, Fv et scFv. 

3**) Anticorps selon la revendication 2, caracteris6 en ce qu*il s'agit 
d*xm anticorps polyclonal obtenu par immmiisation d'un animal avec xme preparation 
d'inhibiteur de I'uracile-ADN-glycosylase recombinant, 

4°) Utilisation d\m anticorps ou d'un fragment d'anticorps selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 3, conmie antagoniste de la liaison entre 
I'uracile-ADN-glycosylase et son inhibiteur. 

5"^) Utilisation selon la revendication 4, pour decontaminer les reac- 
tions d'amplification d*acides nucleiques, notamment les reactions de polymerisation 
en chaine. 

6°) Proced6 d'amplification d'acides nucl6iques d6contamin6s, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

a) incubation d'un melange reactionnel contenant : un echantillon 
d'acides nucl6iques a amplifier, les r6actifs n6cessaires k son amplification incluant 
des nucleotides d6soxyuridine triphosphate, de Turacile-ADN-glycosylase, de 
Tinhibitexir de Turacile-ADN-glycosylase, et un anticorps ou un fragment d'anticorps 
anti-inhibiteur de Turacile-ADN-glycosylase selon Tune quelconque des revendica- 
tions 1 a 3, a une temperature comprise entre 25°C et 60°C, de preference a 37''C, 
pendant un temps suffisant pour permettre la d6glycosylation des acides nucl6iques 
contenant de la desoxyuridine, et 

b) incubation dudit melange a une temperature comprise entre 60°C 
et 98°C, de preference entre 90°C et 98^C, pendant un temps suffisant pour permettre 
la d^naturation des anticorps anti-inhibiteur de I'uracile-ADN-glycosylase et la 
liberation de TUgi, et 



wo 2005/073253 



PCT/FR2004/003336 



15 

c) amplification de TADN dans des conditions appropriees. 
7^) Proc6de selon la revendication 6, caracterise en ce que Tincuba- 
tion aux etapes a) et b) est realisee pendant moins d'une heure, de preference pendant 
30 s a 30 min, de maniere preferee pendant 5 min a 10 min. 
5 8°) Proc6d6 selon la revendication 6, caracteris6e en ce que 

Tanticorps anti-inhibiteur de I'uracile-ADN-glycosylase et rinhibiteur de Turacile- 
ADN-glycosylase forment un complexe reversible, 

9°) Kit de decontamination des reactions d'amplification d'acides 
nucl^iques, caracterise en ce qu'il comprend au moins un anticorps ou un fragment 
10 d'anticoips selon la revendication 1 ou la revendication 2, de preference sous la forme 
de complexe reversible avec Tinhibiteur de Turacile-ADN-glycosylase. 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 5 
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S1422PCT1.ST25 
SEQUENCE LISTING 

<110> KABERTEK 

CALENDA, Alphonse 
MONTANARI, Bernard 
MONTANARI, Bruno 

<120> Anticorps anti -i nhibi teur de 1 'uracil e-ADN-glycosylase et leurs 
applications pour la decontamination des reactions d' amplification des acides 
nucleiques 

<130> S1422FR1 

<160> 2 

<170> PatentIn version 3.1 

<210> 1 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> amorce 

<400> 1 

2^tggtgaagg ccgtcgccgt c 21 

<210> 2 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> amorce 

<400> 2 

ttaaccctgg aggccaataa t 21 
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